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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
7-AAD 7-Aminoaktinomicin D 
CAR himerni antigenski receptor 
CD označevalec pripadnosti (ang. cluster of differentiation) 
CD3 označevalec prisoten na celicah T 
CD4 označevalec prisoten na celicah pomagalkah 
CD8 označevalec prisoten na celicah ubijalkah 
CD14 označevalec prisoten na monocitih 
CD19 označevalec prisoten na limfocitih B 
CD25 del receptorja interlevkina 2 
CD28 kostimulatorni receptor na limfocitih T 
CD56 označevalec prisoten predsvem na celicah naravnih ubijalkah 
CD80 kostimulatorni označevalec na različnih imunskih celicah 
CD86 kostimulatorni označevalec na antigen predstavitvenih celicah 
CD98 podenota transporterja aminokislin 
DNK deoksiribonukleinska kislina 
DPBS fosfatni pufer s soljo Dulbecco 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina 
ELISA encimskoimunski test 
FACS ločevalnik fluorescenčno označenih celic 
FCS telečji fetusni serum  
FITC fluorescein izotiocianat 
GFP zeleni fluorescenčni protein 
IgG imunoglobulin razreda g 
IL-2 interlevkin 2 
IL-4 interlevkin 4 
IL-10 interlevkin 10 
IL-15 interlevkin 15 
LB gojišče Luria-Bertani 
LBA gojišče Luria-Bertani z dodanim ampicilinom 
MHC poglavitni histokompatibilni kompleks  
PB transpozaza piggyBac 
PBMC enojedrne celice periferne krvi  
PBS fosfatni pufer s soljo  
RNK ribonukleinska kilsina 
scFv enoverižni variabilni fragment 
TCR T celični receptor 
TGF-β transformirajoči rastni dejavnik beta 
ZTM zavod za transfuzijsko medicino 
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1   UVOD 
Celična imunoterapija je trenutno eno najobetavnejših, hitro razvijajočih terapevtskih 
področij. V zadnjih letih se je pridružila kirurgiji, kemoterapiji, radioterapiji in tarčni 
terapiji kot eden od petih stebrov metod zdravljenja raka (Oiseth in Aziz, 2017). Celice, ki 
jih pridobimo in izoliramo iz periferne krvi so v glavnem limfociti T, ki jih gensko 
spremenimo, tako da izražajo želene molekulske konstrukte. Ti receptorji imunskim 
celicam omogočajo vezavo  na ligand ciljnih celic, ki jih posledično uničijo (Zhao in sod., 
2018). Leta 2017 je bila v ZDA registrirana prva genska terapija tega tipa za zdravljenje 
akutne limfoblastične levkemije in difuznega velikoceličnega limfoma B, leta 2018 pa se je 
tako zdravljenje uvedlo tudi v Evropski uniji (European Medicines Agency, 2019).  
1.1  NAMEN IN POVOD DELA       
Glavni namen magistrske naloge je uporaba metode elektrogenskega transferja za uvajanje 
molekulskih konstruktov v limfocite T, trajno izražanje konstruktov CAR v genomu 
limfocitov T ter njihova proliferacija in karakterizacija. Tako modificirane celice bi lahko 
predstavljale varnejšo in cenejšo alternativo podobnim genskim-celičnim terapijam, ki za 
vnos genskega materiala uporabljajo virusne vektorje. 
Prvi del naloge je bila izolacija limfocitov T iz frakcije enojedrnih celic periferne krvi 
(PBMC), optimizacija pogojev elektroporacije in vnos plazmidov z zapisi za molekulske 
konstrukte z elektrogenskim transferjem. Po elektroporaciji smo poskušali optimizirati 
pogoje gojenja in proliferacije gensko spremenjenih celic in jih karakterizirali glede na 
izražanje molekulskega konstrukta in viabilnost. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 Z elektrogenskim transferjem lahko v limfocitih T izrazimo molekulske konstrukte. 
 Raven izražanja konstruktov lahko zaznamo v več kot 10 % elektroporiranih celic. 
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2    PREGLED OBJAV 
2.1 ENOJEDRNE CELICE PERIFERNE KRVI 
Enojedrne celice periferne krvi (PBMC) so celice, izolirane iz periferne krvi, ki jim je 
skupno to, da imajo okroglo jedro. Periferna kri, odvzeta za raziskave človeškega 
imunskega sistema je običajno procesirana tako, da iz nje z gradientnim centrifugiranjem 
odstranimo rdeče krvničke in granulocite. Za ločevanje se uporablja raztopino saharoznih 
polimerov visoke molekulske mase, npr. fikol, z gostoto 1,077 g/ml, v katerem se ob 
centrifugiranju kri loči v dve frakciji. PBMC predstavljajo celično populacijo, ki ostane v 
zgornji, redkejši frakciji. Rdeče krvničke in večjedrne krvne celice imajo višjo gostoto, 
zaradi česar se posedejo v spodnjo frakcijo, kar nam omogoča ločevanje celičnih populacij 
(Kleiveland, 2015). 
PBMC sestavlja več vrst celic: limfociti (celice T, celice B, celice naravne ubijalke), 
monociti in dendritične celice. Limfociti so najbolj številčni in običajno predstavljajo 70-
90 % vseh PBMC, monociti 10-30 %, dendritične celice pa so redke in predstavljajo le 
okoli 1-2 % vseh celic. Zaradi njihove vloge v imunskem sistemu so PBMC in predvsem 
limfociti zelo zanimivi za klinične in bazične raziskave na področjih avtoimunih bolezni, 
hematoloških malignih obolenj, razvoja cepiv, imunologije transplantatov in imunoterapije 
(Kleiveland, 2015).  
2.1.1 Osnove limfocitov T 
Limfocite sestavlja 70-85 % CD3
+
 (ang. cluster of differentiation 3) limfocitov T, 5-20 % 
limfocitov B in 5-20 % celic naravnih ubijalk. Celični označevalec CD3 je skupen vsem 
limfocitom T, ki se nadalje delijo na CD4
+
 celice T pomagalke, ki predstavljajo 65 % vseh 
celic in CD8
+ 
celice T ubijalke, ki predstavljajo 35 % celic T (Kleiveland, 2015). Prisotnost 
teh površinskih receptorjev in ostalih, kot so CD14 (monociti), CD19 (limfociti B) in 
CD56 (celice naravne ubijalke) nam omogoča relativno preprosto ločevanje različnih tipov 
celic, z uporabo protiteles proti tem označevalcem (Miltenyi in sod. 1990).  
Limfociti T so vrsta limfocitov, ki se razvije v priželjcu iz limfoblastov. Igrajo ključno 
vlogo v regulaciji imunskega odziva. V priželjcu so naivne celice T predstavljene 
antigenom, ki so izraženi na molekulah poglavitnega histokompatibilnega kompleksa 
oziroma MHC (ang. major histocompatibility complex) epitelnih celic. Na MHC se 
limfociti T vežejo s T-celičnim receptorjem (TCR), ki je specifičen za določen antigen in 
tako sprožijo aktivacijo transkripcijskih faktorjev, ki vplivajo na nastanek določenih 
citokinov (Zerrahn in sod., 1997). Poleg tega pri vezavi sodelujejo kostimulatorne 
molekule, kot so CD28, ki se vežejo na CD80 oz. CD86 na površini antigen 
predstavitvenih celic, kar sproži proliferacijo celic T (Smith-Garvin in sod., 2009). 
Molekula poglavitnega histokompatibilnega kompleksa se deli na dva razreda - razred I, ki 
ga izražajo vse celice z jedrom v telesu, ter razred II, ki ga izražajo le antigen 
3 
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predstavitvene celice – makrofagi, limfociti B in dendritične celice. Z MHC interagirajo 
dvojno pozitivne celice CD4
+
/CD8
+. Tiste, ki se vežejo z MHC razreda II postanejo CD4+ 
celice pomagalke, tiste ki reagirajo z MHC razreda I, pa se razvijejo v CD8
+
 citotoksične 
celice, tako da znižajo ekspresijo CD4+ oz. CD8+ receptorjev in postanejo enojno pozitivne 
(Starr in sod., 2003). Celice, ki ne interagirajo z MHC, oziroma ne dovolj močno, 
propadejo, saj ne dobijo signala za preživetje, ki se sproži ob interakciji. To zagotovi, da 
imajo izbrane celice T dovolj visoko afiniteto do MHC za opravljanje funkcij imunskega 
sistema v telesu. Po pozitivni selekciji pride do negativne selekcije, ki odstrani celice T, ki 
preveč močno interagirajo z lastnimi antigeni na molekuli MHC. Večina negativno 
selekcioniranih celic dobi signal za apoptozo, ki vodi do celične smrti, majhen delež celic 
pa se razvije v regulatorne T celice. Ta proces onemogoči nastanek avtoreaktivnih celic T, 
ki so lahko povzročijo avtoimunske bolezni. V procesu obeh selekcij preživita le 2 % celic, 
ki postanejo naivne celice T, kar pomeni, da se še niso srečale s svojim prepoznavnim 
antigenom (Zerrahn in sod., 1997). Pri in vitro raziskavah limfocitov T potrebujemo hitro 
proliferacijo in aktivacijo celic, kar lahko dosežemo z uporabo protiteles proti receptorjema 
CD3 in CD28 vezanih na nosilec, ki sprožijo nespecifično aktivacijo celic, tako da 
oponašajo celične označevalce antigen predstavitvenih celic (Slika 1) (Li in Kurlander, 
2010). To je predvsem pomembno za ohranjanje čistih kultur limfocitov T, saj nam za 
aktivacijo ni treba uporabljati antigen predstavitvenih celic. Poleg protiteles za aktivacijo 
uporabljamo različne interlevkine, predvsem IL-2 in IL-15. Interlevkin 2 je močan 
mitogen, ki ga ob infekciji običajno izločajo aktivirani limfociti T, celice naravne ubijalke 
in dendritične celice. Interlevkin 15 je citokin, strukturno podoben IL-2, ki povzroča 
profileracijo celic, poleg tega pa z induciranjem gena BCL2L1 preprečuje apoptozo 
limfocitov T (Cornish in sod., 2006). 
 
Slika 1: Primerjava aktivacije limfocitov T in vivo ter in vitro (prirejeno po Thermo Fisher Scientific, 2019a). 
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2.1.1.1 Celice pomagalke 
Celicam pomagalkam je skupen označevalec CD4, delujejo pa tako, da z izločanjem 
citokinov vplivajo na ostale imunske celice. Sodelujejo pri diferenciaciji limfocitov B v 
plazmatske celice in spominske celice B, kakor tudi pri aktivaciji citotoksičnih limfocitov 
T in makrofagov. Te celice se aktivirajo, ko jim antigen predstavitvene celice na 
molekulah MHC razreda II predstavijo antigen. Ko so aktivirane se hitro namnožijo in 
začnejo izločati citokine, ki regulirajo imunski odziv. Obstaja več podvrst celic pomagalk z 
različnimi vlogami, ki se razvijejo pod vplivom različnih citokinov (Ratajczak in sod., 
2018). 
Preglednica 1: Podtipi celic pomagalk in njihova funckija. 
Celični podtip Izločani citokini Vloga v imunskem odzivu 
Th1 Interferon γ Vnetni odziv, ključna obramba 
proti raku, znotrajceličnim 
bakterijam in virusom 
Th2 Interlevkin 4 Pomoč pri diferenciaciji celic B in 
proizvodnji protiteles 
Th9 Interlevkin 9 Obramba proti helmintom 
Th17 Interlevkin 17 Obramba pred patogeni v 
prebavilih 
Tfh Interlevkin 4, 21 Pomoč celicam B pri proizvodnji 
protiteles 
2.1.1.2 Citotoksične celice T 
Citotoksičnim celicam T je skupen membranski označevalec CD8, njihova funkcija pa je  
uničenje z virusi okuženih celic, tumorskih celic in drugače poškodovanih celic. Na tarčne 
celice se vežejo s TCR. Ta prepozna celici specifičen antigen predstavljen na MHC razreda 
I, ki je izražen na vseh celicah z jedrom. Ob uspešni vezavi na antigen celice izločijo 
citotoksine perforin in grancime, ki povzročijo apopotozo tarčne celice. Poleg citotoksične 
funkcije celice proizvajajo citokine, kot sta interlevkin 2 in interferon gama, ki vplivata na 
efektorske funkcije ostalih celic, predvsem makrofagov in celic naravnih ubijalk (Andersen 
in sod., 2006).  
2.1.1.3 Spominske celice T 
Spominske celice T so dolgo živeče celice, ki poleg efektorskih celic nastanejo ob prvem 
srečanju naivnih celic T s tarčnim antigenom. Obstajajo tako CD4+ in CD8+ spominske 
celice, ki se ob ponovnem srečanju z antigenom hitro pomnožijo in razvijejo v efektorske 
celice T in tako sprožijo hiter in močan odziv na antigen (Sallusto in sod., 1999).   
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2.1.1.4 Regulatorne celice T 
Regulatorne celice T opravljajo funkcijo regulacije in supresije ostalih celic imunskega 
sistema. Nadzorujejo imunski odziv celic proti tako lastnim in tujim antigenom,  zaradi 
česar so ključni pri preprečevanju avtoimunskih bolezni. Za regulatorne celice T je 
značilno izražanje celičnih receptorjev CD4 in CD25. Razvoj teh celic je odvisen od 
izražanja jedrnega transkripcijskega faktorja FoxP3 (ang. forkhead box P3), ki vodi 
procese za uravnavanje imunskega sistema. Regulatorne celice T izločajo citokine, kot so 
TGF-β, IL-10, adenozin, s katerimi omejujejo aktivacijo, proliferacijo in proizvodnjo 
citokinov celic T pomagalk in ubijalk (Singh in sod., 2013).  
2.2 GENSKI TRANSFER  
Vnos genov v tarčne celice je ključni prvi korak genskih-celičnih terapij. Glavni načini 
vnosa genskega materiala so: uporaba virusnih vektorjev ter nevirusnih, kemičnih in 
fizikalnih metod. Metoda virusnih vektorjev temelji na uporabi gensko spremenjenih 
virusov, ki niso zmožni replikacije in so jim z gensko manipulacijo odstranjene regije 
DNK, ki so lahko genotoksične. V praksi so uporabljeni tako RNK kot DNK virusi 
(Kamimura in sod., 2011).  
Glavna prednost RNK virusov, kot so retrovirusi je zmožnost endosomalne, trajne genske 
ekspresije, saj pride do integracije virusne DNK v genom človeka (Daniel, 2008). Poleg 
želene DNK virus namreč vsebuje zapisa za reverzno transkriptazo in integrazo. Reverzna 
transkriptaza virusni genom pretvori v dvojno vijačno DNK, ki je s pomočjo integraze 
vstavljena v celični kromosom. Slabost tega načina je naključno, neusmerjeno vstavljanje 
genskega zapisa v kromosom, zaradi česar lahko pride med drugim do integracije virusne 
DNK v predele protoonkogenov, ki lahko v pacientih sprožijo razvoj malignih bolezni. Pri 
DNK virusih, kot so adenovirusi, adeno-associated virusi in virus herpes simplex za razliko 
od RNK virusov pride do episomalnega izražanja genov, brez intergracije v celični genom. 
Glavna prednost teh metod je visoka učinkovitost vnosa genskega materiala, slabost pa to, 
da genska ekspresija ni trajna (Wang in Gao, 2014) ter njihova imunogenost. Imunogenost 
vektorjev (nukleinskih kislin ali proteinov) je lahko problem pri vseh bioloških in 
biokemijskih vektorjih (Colella in sod., 2018; Ramamoorth in sod., 2015).  
Pri kemičnih metodah se uporablja naravne oz. sintetične  molekule, v katerih je DNK 
enkapsulirana oz. precipitirana. Najbolj učinkovita oblika je lipofekcija, ki deluje na 
principu liposomov, sestavljenih iz lipidnega dvosloja, ki se v vodnem okolju oblikuje v 
kroglasto obliko. Najbolj učinkoviti za genski prenos so kationski liposomi, ki interagirajo 
z negativno nabito DNK in tako tvorijo lipoplekse. Na podoben način se uporabljajo tudi 
kationski polimeri oz. spojine, kot so polietilamin ali kalcijev fosfat, ki tvorijo komplekse z 
DNK in preko endocitoze prehajajo v celice (Ling in sod., 2017). 
Fizikalne metode za genski transfer uporabljajo mehanski pritisk, električni pulz ali 
ultrazvok za začasno povečanje permeabilnosti celične membrane, skozi katero vnesemo 
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željen genski material. Te metode so bolj preproste, kot virusne metode, hkrati pa so bolj 
varne, saj direktno vnesemo le fragment želene DNK oz. plazmid s transgenom, brez 
uporabe snovi, ki bi lahko bile citotoksične oz. imunogene, kar se lahko zgodi pri uporabi 
virusnih oz. nevirusnih vektorjev (Kim in Eberwine, 2010).  
2.2.1 piggyBac transpozaza 
Transpozoni so mobilni genski elementi, ki transponirajo segmente DNK med plazmidom 
in kromosomom. Encim prepozna transpozonom specifične obrnjene terminalne ponovitve, 
ki so vstavljene na konce zaporedij želenih genov. Tako iz plazmida izreže gen in ga 
naključno vstavi  v celični genom, na prepoznavna mesta transpozaze na kromosomu – 
TTAA (Zhao in sod., 2016). Alternativa virusnim metodam za trajno vstavitev gena v 
genom je transpozicija, kjer uporabimo set dveh plazmidov, ki jih v celico vnsesmo npr. z 
elektrogenskim transferjem. Na enem plazmidu je genski zapis za gen, ki ga želimo trajno 
vgraditi v kromosom celice, drug pa vsebuje zapis za encim transpozazo (npr. piggyBac).  
2.2.2 Elektroporacija 
Elektroporacija je tehnika, kjer z uporabo električnega polja povzročimo povečano 
permeabilnost celične membrane, kar omogoča različnim molekulam, zdravilom ali DNK 
prehod v celico (Neumann in sod., 1982). Elektroporacijo, kjer v celice vstavljamo gene 
imenujemo elektrogenski transfer. Običajno se to izvede v posebnih elektroporacijskih 
kivetah, obstajajo pa tudi novejši elektroporacijski sistemi, kot je Neon (Thermo Fisher 
Scientific), kjer se uporablja posebno pipeto, katere nastavki prevzamejo vlogo 
elektroporacijskih kivet in enakomerno razporedijo električni pulz med vsemi celicami in 
vzdržujejo stabilen pH v elektroporacijskem prostoru (Neon Transfection System, 2014). 
Hidrofobni lipidni dvosloj celične membrane si lahko predstavljamo kot preprost 
kondenzator, ki deluje kot dielektrik  med dvema prevodnima snovema – celično 
citoplazmo in zunajcelično raztopino. Ob prisotnosti električnega polja se zaradi 
povečanega števila nasprotnih nabojev na zunanji in notranji strani celice na membrani 
poveča transmembranski potencial (Hibino in sod., 1993). Sam mehanizem elektroporacije 
še ni dokazan, obstaja več teoretičnih modelov, od teh je najširše sprejeta teorija nastanka 
hidrofilnih por v celični membrani. Ko transmembranski potencial preseže dielektrično 
moč membrane pride do nastanka hidrofilnih por, ki omogočijo tok snovi v celice (Slika 
2). Sam mehanizem prenosa DNK v celice še ni popolnoma razložen. Vlogo igra 
elektroforetska sila zaradi katere negativno nabita plazmidna DNK potuje proti pozitivno 
nabiti anodi, kar privede do stika DNK s permeabilizirano membrano. Po stiku plazmidna 
DNK vstopi v celice nekaj minut po električnem pulzu, ali s še neznanim transportnim 
mehanizmom ali z endocitozo, ki jo spodbudi električno polje  (Kandušer in Miklavčič, 
2008; Pavlin in Kandušer, 2015).  
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Metoda omogoča visoko učinkovitost vnosa genskega materiala in je zato uporabljena za 
proizvodnjo knockout mišk, pri zdravljenju tumorjev in v genski terapiji (Yuan, 2007). 
Hitrost elektroporacije omogoča transfekcijo velikega števila celic v kratkem času, kar je 
idealno za prehodno in trajno transfekcijo celičnih linij, ko optimiziramo pogoje 
elektroporacije. Glavna slabost elektroporacije je visok delež apoptotičnih in nekrotičnih 
celic, ki je posledica visokih napetostnih pulzov in neuspešnega popravila celičnih 
membran, kar lahko močno zniža delež transfeciranih celic, hkrati pa ne moremo 
nadzorovati števila vnesenih kopij genov.  
 
Slika 2: Nastanek hidrofilnih por v celični membrani tekom trajanja električnega polja (prirejeno po Young in Dean, 
2015). 
2.3 HIMERNI ANTIGENSKI RECEPTOR (CAR) 
Vedno bolj popularna vrsta imunoterapije je ti. adaptivni celični prenos, kjer se za 
zdravljenje uporablja bolnikove lastne spremenjene imunske celice. Sem spada celična 
terapija CAR-T (ang. chimeric antigenic receptor), kjer bolniku z aferezno napravo 
odvzamejo bele krvničke, vključno z limfociti T. Te v laboratorijskih pogojih gensko 
spremenijo, tako da v genom celice vstavijo gen za poseben himerni antigenski receptor, ki 
prepoznava specifične proteine ali antigene na rakastih celicah in jih posledično uniči. 
Spremenjene celice se namnoži in vitro, nato pa se jih z infuzijo vrne v bolnika (Zhao in 
sod., 2018). 
Trenutno najpogostejša tarča zdravil CAR je celični receptor CD19, ki je prisoten na 
limfocitih B. Dosedanje klinične raziskave so pokazale visoko stopnjo popolnih remisij 
nekaterih hematoloških malignosti, kot sta npr. B-celična akutna limfoblastna levkemija in 
B-celična kronična limfocitna levkemija.  Pri večini raziskav so uporabili retro- in 
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lentivirusne metode vnosa transgena CAR. Te metode so zelo učinkovite, njihova slabost 
pa je zelo visoka cena predvsem zaradi potrebnih zagotovitev varnosti. To zaenkrat 
onemogoča splošno uporabo teh metod za imunoterapije. Prvo zdravilo tipa CAR je leta 
2017 prišlo na ameriško tržišče, leta 2018 pa tudi na evropsko (European Medicines 
Agency, 2019).  
2.3.1 Zgradba himernega antigenskega receptorja  
Obstajajo štiri generacije molekule CAR. Molekula prve generacije je sestavljena iz 
zunajcelične vezavne domene, tečaja, transmembranske domene in ene ali več 
znotrajceličnih signalnih domen. Zunajcelična domena je običajno enoverižni protitelesni 
fragment (scFv) sestavljen iz lahke in težke verige imunoglobulinov, povezanih s kratkih 
peptidom. Težka in lahka veriga sta predhodno izbrani na podlagi vezave na specifični 
antigen na površini tarčnih celic. Tečaj je sestavljen iz delov IgG. Vse generacije CAR 
vsebujejo CD3ζ znotrajcelično signalno domeno, ki vsebuje ITAM (ang. immunoreceptor 
tyrosine-based activation motifs), ki so potrebni za aktivacijo limfocitov T. V drugi 
generaciji so molekuli dodali kostimulatorno domeno, podobno označevalcu CD28, ki 
povečajo učinkovitost proliferacije celic, izločanja citokinov in preživetja celice. V tretji 
generaciji so združili več kostimulatornih domen, kar je še dodatno povečalo celično 
aktivnost. V zadnji, četrti generaciji so dodali še več faktorjev, ki povečajo učinkovitost, 
poleg tega pa so dodali še inducibilne gene za interlevkine 2, 5 in 12 (slika 3) (Zhang in 
sod., 2017).     
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3  MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIALI  
3.1.1 Aparature in pripomočki 
• Brezprašna komora (Ehret) 
• Centrifuga s hlajenjem 5804 R (Eppendorf) 
• Celični inkubator HERAcell 150i (Thermo Fisher Scientific) 
• Elektroporator NEON Transfection system (Thermo Fisher Scientific) 
• Pretočni citometer FACS Aria I (BD Biosciences) 
• Pretočni citometer FACS Calibur (BD Biosciences) 
• Števna komora Bürker – Türk (Sigma) 
• Invertni mikroskop (Olympus) 
• Invertni fluorescenčni mikroskop s kamero Eclipse Ti – S (Nikon) 
• Inkubator (HERAtherm) 
• Spektrofotometer Sunrise (Tecan) 
• Spiralec plošč Hydroflex (Tecan) 
• Tehtnica (Exacta) 
• pH meter (Mettler Toledo) 
• Spektrofotometer BioPhotometer (Eppendorf) 
• Komplet za imunomagnetno izolacijo celic (Miltenyi Biotec) 
•        Komplet Qiagen Midi (Qiagen) 
• Komplet Qiagen Maxi (Qiagen) 
•        Inokulacijske zanke  
• Petrijevke  
• Avtomatske pipete (Eppendorf) 
• Pipetboy (Integra) 
• 50 ml centrifugirke (Sarstedt) 
• 15 ml centrifugirke (Sarstedt) 
• 5 ml centrifugirke (Sarstedt) 
• Najlonsko sito 40 µm (Falcon) 
• Pasteurjeve pipete  
• Serološke pipete Greiner CELLSTAR – 1, 2, 5, 10, 25, 50 ml (Merck) 
• Plastična kad za led 
• Mikrotitrske plošče s 12, 24 in 96 luknjami (Corning) 
• Komplet ELISA za humani IL-2 (Thermo Fisher Scientific) 
• Mikrotitrske plošče s 6 luknjami (Thermo Fisher Scientific) 
• Objektna stekla 
• Krovna stekla 
• Gojitvene posodice s površino 25 in 75 cm2 (Sarstedt) 
• Kivete (Eppendorf) 
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3.1.2 Kemikalije  
Preglednica 2: Seznam uporabljenih kemikalij pri delu. 
Kemikalija Proizvajalec 
Sterilna destilirana voda Braun 
Nigrozin Sigma 
Etanol (96 %)  Merck 
Magnezijev klorid (MgCl2) Sigma 
Pufer PBS  ZTM 
Pufer DPBS Gibco 
FCS Sigma 
TMB  Thermo Fisher Scientific 
Razkužilo Asepsol Pliva 
Agar Sigma 
EDTA Gibco 
Interlevkin-2 (IL-2) Miltenyi Biotec 
Interlevkin-15 (IL-15) Miltenyi Biotec 
Elektroporacijski pufer E2  Thermo Fisher Scientific 
Pufer T Thermo Fisher Scientific 
Barvilo 7-AAD Miltenyi Biotec 
Pufer FACS  ZTM 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma 
Natrijev klorid (NaCl) Sigma 
Ampicilin  Sigma 
Streptomicin Sigma 
Penicilin Sigma 
Gojišče Luria-Bertani (LB) Thermo Fisher Scientific 
Ločevalni medij Lympholyte H-cell Cedarlane 
Reagent za določanje celične viabilnosti alamarBlue Thermo Fisher Scientific 
Gojišče RPMI 1640 Gibco 
Gojišče AIM V Thermo Fisher Scientific 
 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih protiteles za izolacijo, aktivacijo limfocitov T in pretočno citometrijo. 
Protitelo Proizvajalec 
CD 14 MicroBeads,  human  Miltenyi Biotec 
CD 19 MicroBeads,  human Miltenyi Biotec 
CD 56 MicroBeads,  human Miltenyi Biotec 
Humano protitelo (IgG) proti človeškemu CD3 Miltenyi Biotec 
Humano protitelo (IgG) proti človeškemu CD28 Miltenyi Biotec 
T-celični TransAct, human Miltenyi Biotec 
Mišje protitelo proti človeškemu CD3, konjugirano 
z APC-Vio770 
Miltenyi Biotec 
Mišje protitelo proti človeškemu CD3, konjugiramo 
s fluoresceinom (FITC) 
Miltenyi Biotec 
Kozje protitelo proti človeškemu IgG, konjugirano 
z Alexa Fluor 647 
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3.2 IZOLACIJA MONOCITOV IZ PERIFERNE KRVI 
Krvne vzorce smo dobili na Oddelku za preskrbo s krvjo na Zavodu za transfuzijsko 
medicino v Ljubljani (Mnenje Komisije RS za medicinsko etiko št. 0120-279/2017-3 KME 
74/06/17). Vsi vzorci so bili odvzeti osebam moškega spola, s krvno skupino 0+. 
V štiri 50 ml centrifugirke smo dodali 11,5 ml medija Lympholyte-H Cell (Cedarlane) za 
gradientno ločevanje krvnih celic in 1 ml DPBS. 50 ml krvi smo prenesli iz transfuzijske 
vrečke v 250 ml sterilno posodo in dodali 100 ml DPBS, premešali in odpipetirali v 
pripravljene centrifugirke, tako da se kri in ločevalni medij nista premešala. Centrifugirali 
smo 15 minut pri 950 x g. S pipeto smo previdno pobrali PBMC, ki so bile v sloju med 
plazmo in eritrociti, ter iz dveh centrifugirk celice prenesli v novo 50 ml centrifugirko. Z 
namenom spiranja smo dodali DPBS do 50 ml in centrifugirali 10 minut pri 660 x g. 
Supernatant smo zavrgli in pelet resuspendirali v DPBS. Ponovno smo centrifugirali 10 
minut pri 300 x g in postopek ponovili po potrebi, dokler nismo dobili čistega peleta. V 
primeru velike količine eritrocitov v peletu smo namesto z DPBS pelet spirali z mešanico 
destilirane vode in DPBS v razmerju 1:1, kar je povzročilo osmotski šok eritrocitov. 
Dobljen pelet smo resuspendirali v 25 ml kompletnega gojišča RPMI (Gibco) (preglednica 
4) in v vsako gojilno posodico T75 (Sarstedt) prenesli 12,5 ml suspenzije PBMC in jih 
naprej gojili pri standardnih pogojih, 37 °C, 5 % CO2 in nasičeni vlažnosti. 
Preglednica 4: Volumski deleži sestavin  za kompletiranje 1x gojišča RPMI. 





3.2.1 Izolacija limfocitov T iz PBMC 
Magnetna izolacija limfocitov T iz kulture PBMC deluje na principu vezave za različne 
antigene specifičnih protiteles, ki so pritrjeni na magnetnih kroglicah. V našem primeru 
smo opravljali negativno selekcijo celic T, saj bi magnetne kroglice vezane na pozitivno 
frakcijo ovirale postopek elektroporacije zaradi električne prevodnosti kovine. Čisto 
frakcijo limfocitov T smo dobili tako, da smo uporabili kroglice s protitelesi proti 
označevalcem CD 14 (monociti), CD 19 (limfociti B), CD 56 (celice naravne ubijalke). 
Najprej je bilo treba PBMC prenesti skozi sito (0,4 µm), da smo se znebili celičnih 
skupkov, ki bi lahko oteževali vezavo magnetnih kroglic in zamašili kolono. Celice smo 
prešteli in jih v centrifugirko prenesli določeno število, s pričakovanjem, da bo končno 
število limfocitov T med 30-50 % začetnega števila. Celice smo centrifugirali 5 minut pri 
490 x g. Odstranili smo supernatant in peletu dodali 240 µl ohlajenega pufra FACS za 
vsakih 10
 
milijonov celic. Nato smo dodali 20 µl/107 celic vsake vrste mikrokroglic (CD14, 
CD19 in CD56) in dobro premešali. Mešanico smo postavili na led v kadički za 20 minut, 
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da je prišlo do vezave med protitelesi in antigeni. Postopek je treba opravljati na hladnem, 
saj pride pri višjih temperaturah do medsebojnega povezovanja kroglic v skupke, kar zniža 
učinkovitost izolacije. Po inkubaciji smo sprali celice z 1 ml pufra FACS na 107 celic in 
centrifugirali 5 minut pri 490 x g. Pelet smo resuspendirali v 500 µl pufra FACS in kolono, 
ki smo jo pritrdili na magnetni nosilec, omočili s 3 ml pufra FACS. Ko je pufer v celoti 
pritekel skozi, smo na kolono nanesli celično suspenzijo in v čisto centrifugirko lovili 
limfocite T, ki se niso magnetno vezali na nosilec. Kolono smo še trikrat spirali s 3 ml 
pufra FACS in suspenzijo zbirali v isti centrifugirki. Za zbiranje magnetno vezanih celic 
smo pripravili novo centrifugirko, kolono odstranili od magneta, dodali 5 ml pufra FACS 
in vanjo potisnili bat, s čimer smo preostale celice spravili skozi nosilec na koloni. 
Dobljene limfocite T smo centrifugirali 5 minut pri 490 x g in pelet resuspendirali v 
gojišču AIM V in gojili naprej v čisti kulturi. Frakcije ostalih celic vezanih na magnetne 
kroglice smo prešteli pod mikroskopom, da smo dobili vpogled v količinsko sestavo 
PBMC in viabilnost različnih tipov celic. 
3.2.2 Gojenje PBMC in limfocitov T 
Enojedrne celice periferne krvi in izolirane limfocite T smo gojili v suspenzijski kulturi. 
Celice smo gojili pri enakih pogojih v inkubatorju (HERAtherm) pri 37 °C in 5 % CO2 in 
nasičeni vlažnosti. Po izolaciji limfocitov T iz PBMC smo namesto gojišča RPMI 
uporabljali gojišče AIM V z dodanim L-glutaminom, gentamicinom in streptomicinom 
(ThermoFisher Scientific), ki predstavlja optimalno okolje za rast in aktivacijo limfocitov 
T. Za rast celic je potreben še telečji fetusni serum (FCS), ki smo ga dodali do 10 % 
volumskega deleža. Vsakih par dni smo zamenjali gojišče na podlagi barve gojišča. 
Indikator fenol rdeče pri nižanju pH spremeni barvo iz rdeče v rumeno, do česar pride 
zaradi celične aktivnosti in posledično kaže na pomanjkanje hranil. Zamenjavo gojišča smo 
opravili s 5 minutnim centrifugiranjem celične suspenzije pri 490 x g. Nato smo pelet 
resuspendirali v svežem gojišču in nadaljevali z gojenjem. V primeru, da smo opazili velik 
delež mrtvih celic, smo celice centrifugirali pri nižjih obratih – 120 x g, 10 minut, kar je 
povzročilo, da se mrtve celice niso posedle v pelet ampak ostale v supernatantu, ki smo ga 
5 ml odstranili in zamenjali s svežim gojiščem. 
3.2.3 Aktivacija limfocitov T 
Aktivacija limfocitov T je potrebna za proliferacijo in diferenciacijo naivnih limfocitov T v 
efektorske celice. Limfocite T smo aktivirali, tako, da smo jim dodali T-celični TransAct 
(Miltenyi Biotec), ki vsebuje na polimere vezana humanizirana rekombinantna protitelesa 
proti označevalcem CD3 in CD28, ter interlevkina 2 in 15. Protitelesa z vezavo na 
označevalce v celicah povzročijo podoben odziv kot srečanje limfocitov z antigen 
predstavitvenimi celicami (slika 1). Za testiranje učinkovitosti aktivacije limfocitov T smo 
uporabili reagent alamarBlue (Thermo Fisher Scientific). Deluje na principu pretvorbe 
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nefluorescirajočega resurazina v reducirajočem okolju aktivnih celic v resorufin, rdečo 
spojino, ki močno fluorescira in jo lahko zaznamo s spektrofotometrom pri valovni dolžini 
590 nm.  
Za aktivacijo limfocitov smo celice nasadili v mikrotirsko ploščo s 96 luknjami in dodali 
različne količine TransAct, pri čemer smo upoštevali navodila proizvajalca in različne 
kombinacije interlevkinov 2 in 15, s sledečo postavitvijo (preglednica 5). 
Preglednica 5: Postavitev poskusa za aktivacijo limfocitov T. 
Količina TransAct   
          Dodan interlevkin 
IL – 2 IL – 15 IL – 2 + 15 
0,5 µl          
1 µl          
2 µl          
Negativna kontrola limfociti T          
V vsako luknjo smo dali 200,000 limfocitov T v končnem volumnu gojišča 200 µl. Dodani 
koncentraciji interlevkinov sta bili: IL-2 = 100 IU/ml, IL-15 = 20 ng/ml, ki predstavljata 
optimalno koncentracijo za nespecifično aktivacijo celic T (Cornish in sod., 2006). Celice 
smo gojili 72 ur pri običajnih pogojih, potem pa v vsako luknjico dodali 20 µl reagenta 
alamarBlue, plošče prekrili z aluminijasto folijo, inkubirali 4 ure na sobni temperaturi in s 
spektrofotometrom (Tecan) izmerili fluorescenco pri valovni dolžini 590 nm. 
3.3 TRANSFORMACIJA E. coli DH5α 
Za namene genskega prenosa smo morali namnožiti več plazmidov. Na Odseku za sintezno 
biologijo in imunologijo na Kemijskem inštitutu v Ljubljani so nam podarili plazmid z 
zapisom za zeleni fluorescenčni protein (pcDNA3-GFP), ter plazmida z zapisom za 
transpozazo (pCMV-sPBo) in himerni antigenski receptor (CAR_KI1), ki smo jih nato 
namnožili za potrebe elektroporacije. Za transformacijo smo uporabljali sev E. coli DH5α, 
ki smo ga iz zamrzovalnika prenesli na termoblok nastavljen na 4 °C za 20 minut za 
postopno odtajevanje. Nato smo dodali 1 µl željenega plazmida in jih pustili še za 30 
minut. Po 30 minutah smo izvedli 90 sekundni toplotni šok na termobloku, nastavljenem 
na 42 °C. Po toplotnem šoku smo jih dali na led za 5 minut. Nato smo v brezprašni komori 
dodali 800 µl na 37 °C ogretega tekočega gojišča LB in eno uro inkubirali v stresalniku pri 
37 °C, 200 vrt./min. Na petrijevke s trdnim selekcijskim gojiščem LBA, smo nanesli 100 
µl celic in inkubirali čez noč pri 37 °C. Selekcija je potekala na osnovi ampicilina, saj 
uporabljeni plazmidi vsebujejo gen za ampicilinsko odpornost, kar naredi transformirane 
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Preglednica 6: Sestavine gojišč LB in LBA. 
 Koncentracija 
Sestavina Tekoče gojišče LB Trdno gojišče LBA 
Ampicilin 100 µg/ml 100 µg/ml 
Tripton 10 g/l 10 g/l 
Kvasni ekstrat 5 g/l 5 g/l 
NaCl 10 g/l 10 g/l 
Agar / 15 g/l 
3.3.1 Namnoževanje in izolacija plazmida 
Ko so celice zrasle smo jih inokulirali v tekoče gojišče, tako da smo se s pipetnim 
nastavkom dotaknili posamezne kolonije in ga spustili v 250 ml erlenmajerico s 100 ml 
tekočega gojišča LB. Erlenmajerice smo dali v stresalnik, kjer smo čez noč gojili celice pri 
37 °C, 300 vrt./min. Naslednji dan smo izvedli izolacijo plazmida po navodilih protokola 
Qiagen Maxi Kit (Qiagen Plasmid Purification Handbook, 2012). Dobljeno plazmidno 
DNK smo resuspendirali v 50 µl dvojno destilirane vode in hranili v zmrzovalniku na -20 
°C. 
3.3.2 Kontrola kvalitete plazmidne DNK 
Z uporabo spektrofotometra (Eppendorf) smo z merjenjem optične gostote pri različnih 
valovnih dolžinah določili koncentracijo in čistost plazmidov. Nukleinske kisline imajo 
absorbcijski maksimum pri 260 nm, s čimer določamo koncentracijo DNK v vzorcu, 
proteini pa pri 280 nm, kar nam omogoča izračun razmerja absorbanc. Običajno velja, da 
je DNK čista proteinov pri vrednostih A260/A280 med 1,8 in 2,0. Druga vrednost za 
določanje čistoče je razmerje absorbanc valovnih dolžin 260 in 230 nm, pri slednji imajo 
absorbcijski maksimum organske spojine npr. fenoli. DNK je čista organskih spojin pri 
vrednostih razmerja A260/A230 med 2,0 in 2,2 (Thermo Fisher Scientific, 2019b).  
3.3.3 Restrikcijska analiza plazmidne DNK 
Z uporabo restrikcijske reakcije smo pripravili plazmide za analizo na agarozni gelski 
elektroforezi. Z njo smo ugotovili, če plazmidi vsebujejo želene genske zapise. Za analizo 
plazmida GFP smo uporabili restrikcijski endonukleazi EcoRV in NotI (New England 
Biolabs) in restrikcijsko mešanico (Preglednica 7) inkubirali 10 minut na termobloku pri 
37 °C.  Za analizo plazmida CAR smo uporabili restrikcijski endonukleazi AsiSI in AvrII 
(New England Biolabs) in restrikcijsko mešanico (Preglednica 8) inkubirali 1 uro na 
termobloku pri 37 °C. Za analizo plazmida s transpozazo smo uporabili restrikcijski 
endonukleazi NotI in HindIII (New England Biolabs) in restrikcijsko mešanico 
(Preglednica 9) inkubirali 15 minut na termobloku pri 37 °C. 
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Preglednica 7: Sestavine restrikcijske mešanice za plazmid z zapisom za GFP. 
Sestavina Volumen [µl] 
1X NEBuffer 3.1 5 
EcoRV (3300 U/ml) 3 
NotI (10000 U/ml) 1 
Plazmidna DNK (1 µg/µl) 1 
Demineralizirana voda 40 
Preglednica 8: Sestavine restrikcijske mešanice za plazmid z zapisom za CAR. 
Sestavina Volumen [µl] 
1X CutSmart Buffer 5 
AsiSI (10000 U/ml) 1 
AvrII (5000 U/ml) 2 
Plazmidna DNK (1 µg/µl) 1 
Demineralizirana voda 41 
Preglednica 9: Sestavine restrikcijske mešanice za plazmid z zapisom za transpozazo. 
Sestavina Volumen [µl] 
1X NEBuffer 3.1 5 
HindIII (10000 U/ml) 1 
NotI (10000 U/ml) 1 
Plazmidna DNK (1 µg/µl) 1 
Demineralizirana voda 42 
Med inkubacijo smo za analizo pripravili 1,2 % agarozni gel za elektroforezo, tako da smo 
v erlenmajerico zatehtali 1,2 g agaroze (Sigma Aldrich) in dodali 100 ml 1X pufra TBE 
(Invitrogen). V mikrovalovni pečici smo segreli raztopino, da se je agaroza v celoti 
raztopila. Pred vlitjem v kadičko smo v raztopino vmešali 4 µl barvila Midori Green 
Advance (Nippon Genetics). Barvilo je uporabljeno za vizualizacijo DNK na agaroznem 
gelu, saj po vezavi na molekule DNK in ekscitaciji z žarki valovne dolžine 490 nm sveti 
zeleno. Za nanos na gel smo pripravili 25 µl vzorcev, ki smo jim dodali 1 µl 6x 
nanašalnega pufra (Thermo Fisher Scientific). Poleg vzorcev smo na gel nanesli še 1 ul 
določevalcev velikosti GeneRulerTM 1 kb DNA ladder in GeneRulerTM Low Range 
DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific), s pomočjo katerih smo ocenili velikost 
fragmentov DNK. Elektroforeza je potekala 45 minut pri napetosti 8 V/cm, nato pa smo 
fragmente DNK na gelu analizirali z uporabo UV transiluminatorja, s katerim smo tudi 
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Elektroporacijo smo opravljali s transfekcijskim sistemom Neon (Thermo Fisher 
Scientific), ki vključuje elektroporacijsko postajo s posebno epruveto z elektrodo, 
elektroporacijsko pipeto ter nastavke in vse potrebne elektroporacijske pufre. 
3.4.1 Elektroporacija limfocitov T 
Dva dni po izolaciji limfocitov T smo celice elektroporirali. Za elektroporacijo celic smo 
najprej s hemocitometrom prešteli celice v gojitveni posodi in jih ustrezno število (2 
milijona celic/poskus) centrifugirali 5 minut pri 490 x g. Odstranili smo supernatant in 
resuspendirali v 10 ml DPBS brez magnezija in kalcija (Gibco). Prisotnost dvovalentnih 
kalcijevih in magenzijevih ionov v elektroporacijskem mediju po elektroporaciji povzroči 
celično lizo, saj ob povečani koncentraciji ionov pride do motnje citoskeleta, to pa oteži 
popravilo celične membrane po električnem pulzu (Rols in Teissié, 1989). Nato smo 
ponovno centrifugirali 5 minut pri 490 x g in odstranili supernatant. Pelet smo 
resuspendirali v pufru T (Thermo Fisher Scientific) do željene koncentracije 2x107 c/ml. 
Celicam smo nato dodali plazmid v koncentraciji 150 µg/ml. V pripravljeno 
elektroporacijsko postajo smo namestili epruveto z elektrodo iz in vanjo dodali 3 ml 
elektrolitskega pufra E2 (Thermo Fisher Scientific). S pipeto Neon smo zajeli 100 µl celic, 
in jo namestili v epruveto. Pri zajetju celic je potrebno paziti, da v nastavku ni zračnih 
mehurčkov, saj zaradi njih ob električnem sunku pride do iskrenja, ki zelo slabo vpliva na 
celično viabilnost. V napravo smo vnesli želene pogoje elektroporacije – napetost, trajanje 
pulza, število pulzov in izvedli elektroporacijo. Elektroporirane celice smo prenesli v 
ploščo s 24 luknjami, kamor smo v vsako luknjo dodali 600 µl na 37 °C ogretega 
kompletnega gojišča AIM V. Nadaljnje gojenje celic je potekalo v inkubatorju pri 
standardnih pogojih, 37 °C, 5 % CO2. 
Začetne pogoje elektroporacije smo izbrali po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher 
Scientific, 2019c), za določanje uspešnosti transfekcije smo v celice vstavili plazmid z 
zapisom za zeleni fluorescenčni protein, ki je viden v celicah pod fluorescenčnim 
mikroskopom, v primeru uspešne transfekcije plazmidne DNK. Izbrani pogoji so navedeni 
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Število pulzov Število celic Količina DNK 
(µg) 
1 2400 15 1 2 x 106 15 
2 2400 20 1 2 x 106 15 
3 2200 20 1 2 x 106 15 
4 2300 20 1 2 x 106 15 
5 2300 15 1 2 x 106 15 
6 2350 20 1 2 x 106 15 
7 1900 25 1 2 x 106 15 
8 (neg. kontrola) 2400 15 1 2 x 106 0 
9 (neg. kontrola) / / / 2 x 106 15 
3.4.2 Elektroporacija limfocitov T s plazmidom CAR 
Za elektroporacijo plazmidov za CAR in transpozazo smo uporabili pogoje, ki so dosegli 
najvišji delež transfekcije pri elektroporaciji s plazmidom GFP. Zaradi nizke transfekcije in 
slabe viabilnosti smo nadalje spreminjali protokole. Zaradi slabe viabilnosti smo povečali 
količino celic na poskus iz 2 x 106 na 4 x 106, ter znižali količino dodanih plazmidov, tako 
da smo vsakega dodali 50 µg/ml, celokupno torej 100 µg/ml. Poskuse smo opravljali v 
večih ponovitvah. En dan po elektroporaciji smo celice aktivirali z interlevkinoma 2 in 15 
v koncentraciji IL-2: 100 IU/ml, IL-15: 20 ng/ml in dodatkom 20 µl reagenta TransAct.  





Število pulzov Število celic Količina DNK 
(µg) 
1 2400 15 1 4 x 106 10 
2 2150 20 1 4 x 106 10 
3 (neg. kontrola) / / / 4 x 106 0 
3.5 ANALIZA ELEKTROPORIRANIH CELIC 
3.5.1 Štetje in določanje viabilnosti limfocitov T 
Število celic in njihovo viabilnost smo določili pod svetlobnim mikroskopom (Olympus) z 
uporabo števnih komor Bürker-Türk (Sigma Aldrich) nekaj dni po elektroporaciji. Za 
določanje viabilnosti smo uporabili metodo obarvanja celic z 0,2 % raztopino nigrozina, ki 
prodira v mrtve celice preko poškodovane membrane in jih obarva modro, pri tem pa žive 
celice ostanejo neobarvane.  
Celice v gojitveni posodici smo najprej dobro premešali in odpipetirali 10 µl celic, ki smo 
jih razredčili v nigrozinu v razmerju 1:10, da so bile števne pod mikroskopom (do 200 
celic na komoro). Pod krovno stekelce smo na vsako stran števne komore nanesli 10 µl 
premešane suspenzije. Prešteli smo število neobarvanih (živih) in obarvanih (mrtvih) celic 
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v osmih kvadrantih in s pomočjo navedenih enačb izračunali koncentracijo živih in mrtvih 
celic ter njihovo viabilnost. 
                                                          … (1) 
Cž/m/t – koncentracija živih, mrtvih ali vseh celic 
N  ̶  število živih oz. mrtvih celic na vseh kvadratih 
R  ̶  redčitveni faktor 
3.5.2 Analiza celic s pretočnim citometrom 
3.5.2.1  Analiza gensko spremenjenih celic s plamizdom GFP 
Elektroporirane celice, ki smo jim vnesli plazmid z zapisom GFP smo analizirali na dva 
načina. Najprej smo jih po treh dneh gojenja pogledali pod invertnim fluorescenčnim 
mikroskopom (Nikon), da bi videli ali prihaja do izražanja zelenega fluorescenčenga 
proteina znotraj celic. Nato smo jih analizirali še kvantitativno, z uporabo pretočnega 
citometra FACS Calibur (BD Biosciences), da bi dobili podatke o najuspešnejših pogojih 
elektroporacije za nadaljnje poskuse. Vzeli smo 3x10
5 
celic jih prenesli v 5 ml 
centrifugirke in jih centrifugirali 5 minut pri 490 x g. Celice v peletu smo resuspendirali v 
25 µl pufra FACS ter dodali 2 µl barvila 7-AAD, ki prehaja skozi poškodovane membrane 
celic in tako omogoča določanje viabilnosti celic. Poleg tega smo dodali še 2 µl mišjih 
protiteles proti človeškemu označevalcu CD3, konjugiranih z barvilom APC-Vio770, ki se 
vežejo na limfocite T. Suspenzijo smo 15 minut pustili v hladilniku na 4 °C, da smo 
omogočili vezavo protiteles na tarče in nato dodali 1,5 ml pufra FACS in ponovno 
centrifugirali 5 minut pri 490 x g. Suspenziji smo po centrifugiranju dodali 300 µl pufra 
FACS, jo dobro premešali na mešalu in dali v hladilnik na 4 °C. Za analizo s pretočnim 
citometrom smo potrebovali tudi negativno kontrolo, za kar smo uporabili 
neelektroporirane celice, ki smo jih pripravili po enakem postopku. Poleg negativne 
kontrole smo potrebovali še ti. kompenzacijske kontrole, ki smo jim dodali le eno barvilo 
(7-AAD oz. APC-Vio770) in smo tako pokazali, da se barvili ne prekrivata med seboj. 
Preglednica 12: Sestavine pufra za pretočno citometrijo (FACS) 
Kemikalija Koncentracija 
EDTA 2 mM 
FBS 2,5 % 
Pufer PBS 1 x 
Rezultate pretočne citometrije smo dobili s programom FACS Diva 8.0.1, kjer smo v več 
korakih razločili celice glede na njihove lastnosti. Najprej smo jih ločili glede na velikost 
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(FSC) in zrnavost celic (SSC) (Slika 4A). Nato smo izločili skupke celic z uporabo 
razmerij med višino in širino celic (Slika 4B in C), saj so skupki celic širši kot posamezne, 
medtem ko višina ostane enaka. Posamezne celice smo nato ločili glede na viabilnost, ki jo 
določimo glede na jakost signala barvila 7-AAD (Slika 4D).  Populaciji živih celic smo 
izmerili še jakost signala zelenega fluorescenčnega barvila (FITC – Slika 4E) in tako dobili 
delež živih transfeciranih celic. 
  
Slika 4: Analiza celic s pretočno citometrijo. A – izbrana populacija glede na velikost (FSC) in zrnavost (SSC). B in C – 
izbor posameznih celic od skupkov (razmerje H-W). D – izbor populacije živih celic. E – izbor populacije GFP 
pozitivnih celic.  
3.5.2.2 Analiza gensko spremenjenih celic s plazmidom CAR 
Ker gensko spremenjene celice z vnesenim genom CAR ne fluorescirajo, smo pod 
mikroskopom opazovali le obliko in stanje celic ter določali viabilnost z nigrozinom. 
Elektroporirane celice smo po treh dneh analizirali s pretočnim citometrom, da bi preverili 
izražanje receptorjev CAR na celičnih membranah. Vzeli smo 5 x 105 celic na vzorec, jih 
prenesli v 5 ml centrifugirko in jih centrifugirali 5 minut pri 490 x g. Celice v peletu smo 
resuspendirali v 25 µl pufra FACS, dodali 2 µl barvila 7-AAD in 2 µl mišjih protiteles 
proti človeškemu označevalcu CD3, konjugiranih z barvilom FITC. Suspenzijo smo 15 
minut inkubirali v hladilniku na 4 °C in nato spirali z dodatkom 1,5 ml pufra FACS in 
centrifugirali 5 minut pri 490 x g. Nato smo dodali še 2 µl kozjih protiteles proti 
človeškemu protitelesu IgG, konjugiranih z barvilom Alexa Fluor 647. Suspenziji smo po 
centrifugiranju dodali 300 µl pufra FACS, jo dobro premešali in dali v hladilnik na 4 °C do 
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analize s pretočnim citometrom. Za negativno kontrolo smo uporabili neelektroporirane 
celice, poleg tega pa še kompenzacijske kontrole s posameznimi barvili. Rezultate pretočne 
citometrije smo dobili s programom FACS Diva 8.0.1, kjer smo celice analizirali enak 
način kot pri analizi GFP (slika 4), le da smo namesto določanja zelenega fluorescenčenga 
proteina določali jakost signala Alexa Fluor 647, ki se veže na molekulo CAR. 
3.5.2.3 Izolacija CAR pozitivnih celic s FACS 
Iz celične suspenzije z najvišjo stopnjo izražanja himernega antigenskega receptorja (pogoj 
2400 V, 15 ms) smo se odločili z uporabo ločevalnika celic izolirati CAR pozitivne 
limfocite T. Po postopku iz prejšnjega poglavja smo za pretočno citometrijo pripravili 1 x 
10
6 
celic in jih analizirali ter hkrati izolirali CAR pozitivne celice v novo centrifugirko. 
Celice smo nasadili v mikrotitrsko ploščo s 96 luknjami, v 300 µl gojišča AIM-V in z 
namenom aktivacije celic dodali 1 µl mešanice protiteles transAct in interlevkinov v 
koncentraciji IL-2: 100 IU/ml, IL-15: 20 ng/ml. Zaradi nesterilnega poteka ločevanja smo 
v gojišče dali dvojno količino antibiotikov streptomicin in penicilin, da bi zmanjšali 
verjetnost okužbe. 
3.5.3 Funkcijski test izražanja IL-2 
Interlevkin 2 je imunomodulatorni citokin, pomemben pri proliferaciji aktiviranih 
limfocitov T, povečanju aktivnosti celic naravnih ubijalk in makrofagov (Liao in sod., 
2011). Proizvajajo ga predvsem celice T pomagalke, po aktivaciji s tarčnim antigenom, v 
našem primeru označevalec CD19, na katerega se veže molekula CAR. Označevalec CD19 
je prisoten na limfocitih B, vključno s celičnimo linijo limfocitov B - Raji, ki so jo leta 
1963 izolirali iz bolnika z Burkittovim limfomom (Epstein in sod., 1966). Celice Raji smo 
obsevali z radioaktivnim izotopom cezij 137, ki ob beta in gama razpadu izseva beta in 
gama žarke, ki povzročijo poškodbe celične DNK in tako preprečijo nadaljnje deljenje 
celic. Za obsevanje smo uporabili obsevalnik Gammacell 100 Elite in uporabili dozo 
radiacije 30 Gy, po vzpostavljenem protokolu Zavoda za transfuzijsko medicino. Obsevane 
celice Raji smo tako lahko uporabili kot tarčne celice za elektroporirane limfocite T, ki bi 
se v primeru izražanja molekule CAR in vezave na receptor aktivirali in izločali interlevkin 
2. Z uporabo metode sendvič ELISA (ang. sandwich enzyme-linked immunoabsorbent 
assay) lahko kvantificiramo količino prisotnega interlevkina 2, ki bi potrdila izražanje 
molekule CAR na limfocitih T. V mikrotitrski plošči s 96 luknjami smo združili 
elektroporirane limfocite T, ki predstavljajo efektorske celice (E) in tarčne celice Raji (T). 
Celice smo dodajali v različnih razmerjih (E:T) in sicer 4:1, 12:1, 20:1. Uporabili smo 
limfocite elektroporirane pri pogoju 2400 V, 15 ms, 1 pulz ter negativno kontrolo – 
neelektroporirane neaktivirane limfocite T. V luknje smo upoštevajoč razmerje dali 
celokupno 1,5 x 10
5 celic, in dodali gojišče do končnega volumna 200 µl. Mešanico celic 
smo gojili 24 ur pri standarnih pogojih.  
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3.5.3.1 Sendvič ELISA 
Metoda deluje na principu vezave tarčne molekule (IL-2) na IL-2 specifična protitelesa 
vezana na dnu mikroplošče (Slika 4). Sendvič nastane, ko se na vezane molekule veže še 
sekundarno detekcijsko protitelo, na katerem je encim, ki spremeni barvo ob dodanem 
substratu, kar omogoča merjenje absorbance in posredno določanje koncentracije IL-2 v 
raztopini.  
 
Slika 5: Princip metode sendvič ELISA. Lovilno protitelo, na katerega se veže določen antigen je pritrjeno na dnu 
mikrotitske plošče. Detekcijsko protitelo, ki ima nase vezan reporterski encim se veže na drug epitop antigena. Ob 
dodatku substrata ga encim pretvori v snov, ki oddaja signal, ki ga lahko spektrofotometrično določimo. 
Mešanico celic smo po 24 urah prenesli v 1,5 ml centrifugirke in jih centrifugirali 5 minut 
pri 490 x g.  Iz centrifugirk smo odpipetirali supernante in vsakega redčili enkrat in trikrat 
v gojišču RPMI. Za analizo izražanja IL-2 smo uporabili metodo ELISA za humani IL-2 
(Thermo Fisher Scientific) in test izvedli po navodilih proizvajalca (Thermo Fisher 
Scientific, 2019d). Po izvedenem testu smo mikroplošče analizirali s spektrofotometrom 
(Tecan), z merjenjem absorbance pri 450 in 620 nm. Z uporabo umeritvene krivulje smo 
izračunali koncentracijo IL-2 v vseh vzorcih in izračunali povprečne vrednosti vzorcev z 
istim supernatantom. 
3.6 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Z računalniškim programom Microsoft Excel smo izračunali povprečne vrednosti in 
standardne odklone vrednosti rezultatov. Kjer smo želeli ugotoviti ali je razlika med 
podatki statistično značilna smo uporabili Studentov t-test. V primeru, da je bila vrednost p 
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4   REZULTATI 
4.1 IZOLACIJA PBMC IZ PERIFERNE KRVI 
Pri izolaciji PBMC z gradientnim centrifugiranjem iz periferne krvi smo pridobili med 200 
in 400 milijonov celic, ki smo jih nasadili v štiri gojitvene posodice s površino 75 cm2.  
 
Slika 6: Izolirane PBMC iz periferne krvi. A – 100x povečava. B – 600x povečava (merilo v obeh primerih prikazuje 
dolžino 100 µm). 
4.1.1 Izolacija limfocitov T iz PBMC  
Pri izolaciji limfocitov T z metodo negativne selekcije z magnetnimi kroglicami smo dobili 
od 30 do 60 % prvotnega števila celic, glede na to, da se je nekaj celic izgubilo pri 
presejanju skozi sito, centrifugiranju in postopku izolacije v magnetni koloni. Sama 
izolacija ni imela vpliva na kratkoročno viabilnost celic, oziroma jo je izboljšala, saj se je 
pri našem določanju viabilnosti izkazalo, da imajo limfociti najvišjo viabilnost od celic, 
prisotnih v PBMC (Preglednica 13).  Pred izolacijo je bilo vseh celic PBMC 43,6 x 10
6
, z 
viabilnostjo 88 %. Deleži izoliranih celic se skladajo s teoretičnimi vrednostmi sestave 
PBMC (Kleiveland, 2015). 
Preglednica 13: Število in deleži različnih vrst celic po imunomagnetni izolaciji. 
Tip celic Število celic po izolaciji Viabilnost celic Delež celic glede na 
celoto 
Monociti (CD14+) 1,2 x 106 86,7 % 6,1 % 
Limfociti B (CD19+) 1,7 x 106 81,8 % 8,6 % 
Naravne ubijalke 
(CD56+) 
1,6 x 106 92,3 % 8,1 % 
Limfociti T (negativna 
frakcija) 






Celar Šturm A. Elektrogenski transfer limfocitov T in njihova karakterizacija. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019   
  
   
 
 
4.1.2 Aktivacija limfocitov T 
Po aktivaciji celic s TransActom in interlevkinoma 2 in 15 se je aktiviranim limfocitom T 
močno povečal premer, iz okoli 10 µm na več kot 20 µm (slika 7), nekateri pa so tudi 
spremenili obliko iz okrogle v hruškasto obliko. 
 
Slika 7: Primerjava morfologije limfocitov T pred in po aktivaciji pod 200x povečavo. A – pred aktivacijo. B – po 
aktivaciji (merilo 100 µm). 
Rezultati testa Alamar blue so pokazali, da je do najvišje aktivnosti limfocitov T prišlo pri 
aktivaciji z obema interlevkinoma, 2 in 15 v koncentraciji IL-2: 100 IU/ml, IL-15: 20 
ng/ml, pri dodatku 1 µl reagenta TransAct na 200.000 celic. Rezultati niso statistično 
značilni v primerjavi z dodatkom 0,5 µl reagenta (p = 0,23), v primerjavi z 2 µl reagenta pa 
so (p = 0,037) . Absorbanca je približno za dvakrat višja kot pri negativni kontroli 
limfocitov T, kar kaže na visoko povečano aktivnost celic, razlika v rezultatih je statistično 
značilna (p = 1,2 x 10-3). Pri dodatku le interlevkina 15 ni bilo razlike med različnimi 
koncentracijami dodanega interlevkina. Najmanjši vpliv na aktivacijo limfocitov T ima pa 
samo dodatek interlevkina 2, vendar še zmeraj pride do statistično značilne povečane 
aktivnosti celic glede na kontrolo (p = 0,0043).  
 
Slika 8: Povprečne vrednosti fluorescence aktiviranih limfocitov T v odvisnosti od dodane količine reagenta TransAct in 
različnih kombinacij interlevkinov 2 in 15 v koncentracijah (IL-2 = 100 IU/ml, IL-15 = 20 ng/ml). 
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4.2 KONTROLA KVALITETE PLAZMIDNE DNK 
Izolirani plazmidi so dosegli zadovoljivo čistoto (Preglednica 11), čeprav bi za idealno 
čistost želeli razmerje A260/A280 nad 1,8. Vrednosti razmerij A260/A230 so bile znotraj 
optimalnega območja (2,0 – 2,2).  
Preglednica 14: Koncentracije in razmerja A260/A280 ter A260/A230 izolirane plazmidne DNK. 
Plazmid Koncentracija (ng/µl) A260/A280 A260/A230 
CAR_KI1 5170 1,73 2,08 
pcDNA3-GFP 3000 1,85 2,2 
pCMV-sPBo 5700 1,75 2 
4.2.1 Restrikcijska analiza plazmidne DNK 
Restrikcijska analiza je pokazala, da plazmidi vsebujejo želene genske zapise za GFP, 
CAR in transpozazo. Vsak plazmid na gelu predstavljata dve lisi, ki sta po velikosti 
ustrezne pričakovanim produktom restrikcije. Na področju negativnih kontrol ni bilo lis, 
kar pomeni, da lise zagotovo predstavljajo DNK fragmente (slika 9).  
 
Slika 9: Elektroforezna restrikcijska analiza za preverjanje vsebnosti zapisov CAR, GFP in PB v plazmidih na 1,2 % 
agaroznem gelu. A – fragmenti plazmidov z zapisom za CAR in PB. B – fragmenti plazmidov z zapisom za GFP. 
4.3 ELEKTROPORACIJA 
4.3.1  Analiza limfocitov T elektroporiranih s plazmidom GFP 
Limfocite T, ki smo jim vnesli plazmid z zapisom GFP smo elektroporirali pri pogojih 
predstavljenih v preglednici 10. S tem smo poskušali optimizirati pogoje elektroporacije za 
nadaljnje poskuse. Nekaj dni po elektroporaciji smo elektroporirane celice pogledali pod 
fluorescenčnim mikroskopom, da bi kvalitativno videli ali je prišlo do izražanja GFP (Slika 
10). Nato smo celice analizirali s pretočnim citometrom, s katerim smo kvantificirali delež 
transfekcije celic in njihovo viabilnost.  
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Slika 10: Limfociti T po elektroporaciji s plazmidom GFP pod fluorescenčnim mikroskopom pod 200x povečavo.   A – 
Celice negativne kontrole, brez dodanega plazmida. B – Limfociti T, ki izražajo zelen fluorescenčni protein (merilo 100 
µm). 
Na grafu viabilnosti celic po elektroporaciji (slika 11) vidimo, da kratki pulzi najmanj 
negativno vplivajo na viabilnost celic (2400 V / 15 ms – 48 ± 5 %, 2300 V / 15 ms – 47 ± 3 
%), saj je kljub razliki 400 oz. 500 V v primerjavi s pogojem 1900 V / 25 ms (42 ± 2 %) 
viabilnost višja pri krajših pulzih. Najslabša viabilnost je bila pri najostrejših pogojih z 
daljšimi pulzi (2400 V / 20 ms – 21 ± 2 %). Viabilnost se je v primerjavi z 
neelektroporirano kontrolo (73 ± 8 %) znižala za od 25 % do 50 %.  
 
Slika 11: Viabilnost limfocitov T tri dni po elektroporaciji s plazmidom pcDNA3-eGFP pri različnih pogojih 
elektroporacije. 
Do najvišje transfekcije je prišlo pri pogoju 2400 V / 15 ms (29 ± 1 %). Razlika v 
transfekciji od drugih pogojev je statistično značina (p = 0,029). Kot pri rezultatih 
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viabilnosti izgleda da so za višjo transfekcijo pri visokih napetostih bolj primerni krajši 
pulzi, poleg tega pa je pri daljših pulzih večja verjetnost, da pride do iskrenja v 
elektroporacijskem nastavku.  
 
Slika 12: Uspešnost transfekcije limfocitov T po elektroporaciji s plazmidom pcDNA3-eGFP pri različnih pogojih 
elektroporacije. 
4.3.2 Analiza limfocitov T elektroporiranih s plazmidom CAR 
Izražanje molekule CAR, ki smo jo poskušali trajno vgraditi v kromosom limfocitov T z 
uporabo para plazmidov z zapisom za CAR in transpozazo smo določali s pretočnim 
citometrom (Slika 13). Viabilnost smo določali pod svetlobnim mikroskopom z 
nigrozinom en dan in štiri dni po elektroporaciji (Slika 14). Prvi dan po elektroporaciji je 
bila povprečna viabilnost pri pogoju 2400 V, 15 ms - 18 ± 2 %, pri 2150 V, 20 ms - 19 ± 2 
% Kljub aktivaciji limfocitov T ni prišlo do povišanja viabilnosti v času treh dni. Pri obeh 
pogojih je viabilnost povprečno padla za 3 %. Fenotip elektroporiranih celic smo 
spremljali tudi pod svetlobnim mikroskopom. Celice so po električnem pulzu postale 
manjše in nagubane, predvsem pa se je močno zmanjšalo njihovo število, saj pride do 
popolnega razpada velikega števila celic (Slika 15).  
 
Slika 13: Primera grafov pretočne citometrije pri analizi elektroporiranih celic. A – izbor viabilnih celic glede na jakost 
signala barvila 7-AAD. B – izbor CAR pozitivnih celic glede na jakost signala barvila Alexa Fluor 647. 
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Slika 14: Viabilnost limfocitov T po elektroporaciji s plazmidoma CAR_KI1 in pCMV-sPBo pri različnih pogojih 
elektroporacije. Viabilnost smo določali dvakrat, en dan po elektroporaciji in štiri dni po elektroporaciji. 
 
Slika 15: Primerjava fenotipa limfocitov T pod svetlobnim mikroskopom pod 200x povečavo. A – Neelektroporirani 
limfociti T. B – Limfociti T elektroporirani pri pogoju 2400 V / 15 ms (merilo 100 µm). 
Uspešnost transfekcije limfocitov T s plazmidoma CAR_KI1 in pCMV-sPBo je bila nizka. 
Pri obeh uporabljenih pogojih se je delež gibal med 1 in 5 % viabilnih celic, ki na celični 
membrani izražajo molekulo CAR (slika 16), kar bi pomenilo teoretični izplen 4 - 20 tisoč 
transfeciranih viabilnih celic od začetnih 4 x 106 celic. 
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Slika 16: Delež viabilnih limfocitov T, ki izražajo molekulo CAR pri različnih elektroporacijskih pogojih.  
4.3.3 Izolacija CAR pozitivnih celic s FACS 
Od 1 x 10
6 
celic elektroporiranih pri pogoju 2400 V, 15 ms smo izolirali 50 000 
transfeciranih viabilnih celic, ki so v 98 % izražale himerni antigenski receptor (Slika 17). 
Celice so bile po ločbi v slabem stanju, v roku enega tedna praktično ni bilo več viabilnih 
celic. Do pomnoževanja celic ni prišlo, kljub aktivaciji.  
 
Slika 17: Delež CAR pozitivnih celic pred in po izolaciji s FACS. A – pred izolacijo. B – po izolaciji. 
4.4 FUNKCIJSKI TEST IZLOČANJA INTERLEVKINA 2 
Koncentracijo interlevkina 2 v supernatantu, proizvedenega med gojenjem elektroporiranih 
limfocitov T s plazmidom CAR in tarčnih celic Raji, ki izražajo CD19, smo določili z 
metodo ELISA za humani IL-2. Na sliki 18 vidimo, da je pri elektroporiranih limfocitih T, 
ne glede na razmerje celic prišlo do višjega izražanja interlevkina 2, kot pri negativnih 
kontrolah. Navjišja koncentracije interlevkina 2 je bila v supernatantu celic v razmerju 
efektorskih in tarčnih celic 4:1 in sicer 83,7  ±  3,7 pg/ml, z večanjem razmerja pa se je 
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nižala (12:1 – 69,3  ± 2,5 pg/ml, 20:1 – 53,7  ± 3 pg/ml); razlike med razmerji so 
statistično značilne (p = 4,3 x 10-4). Tudi med neelektroporiranimi limfociti T je prišlo do 
različne koncentracije izločenega interlevkina 2 (4:1 – 22,3 ± 2 pg/ml, 12:1 – 7 ± 1,5 
pg/ml, 20:1 – 1,1 ± 0,7 pg/ml), čeprav ne izražajo receptorja CAR, ki bi jim omogočal 
aktivacijo preko celic Raji.  
 
Slika 18: Koncentracija izločenega interlevkina 2 pri elektroporiranih celicah in negativni kontroli. Razmerje E:T pomeni 
delež efektorskih celic (limfocitov T) proti deležu tarčnih celic (Raji). 
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5   RAZPRAVA 
Glavni cilj magistrskega dela je bil izražanje molekulskih konstruktov, kot je himerni 
antigenski receptor, na limfocitih T. Za dosego cilja smo uporabili metodo transfekcije 
dveh plazmidov s pomočjo elektrogenskega transferja ter transpozicije konstrukta na 
transpozonu iz citoplazme v genom s pomočjo transpozaze. Elektroporacijo smo poskusili 
optimizirati tako, da bi dosegli čim višjo transfekcijo in viabilnost limfocitov T. Metodo 
smo izbrali zato, ker so predhodne raziskave pokazale visoko uspešnost transfekcije in 
pomnoževanja celic, ki bi omogočale nizko cenovno alternativo proizvodnji terapevtskih 
CD19 specifičnih limfocitov T, ki  izražajo molekulo CAR (Ramanayake in sod., 2015). 
Pred elektroporacijo smo vzpostavili optimalne pogoje za gojenje in aktivacijo limfocitov 
T in namnožili tri vrste plazmidov (GFP, CAR, PB), ki smo jih uporabljali pri poskusih.  
V predhodnih raziskavah so dokazali, da so za uspešno namnoževanje celic potrebna 
imobilizirana zamrežena protitelesa anti- CD3 in anti- CD28, kar celicam omogoča hkratno 
prejetje aktivacijskega signala 1 in 2 in sprožitev aktivacije brez potrebe po antigen 
predstavitvenih celicah. Pri uporabi topnih protiteles težje pride do dovolj močnega 
aktivacijskega signala, saj se nezamrežena protitelesa anti- CD3 in anti- CD28 na celice ne 
vežejo istočasno, zaradi česar lahko ne pride do kostimulacije celic. Prejetje le signala 1 
sicer sproži pomnoževanje celic, vendar po kratkem času pride do apoptoze ali anergije 
limfocitov T (Schwarz, 1990).  Slaba stran te metode je to, da kljub temu, da se celice 
pomagalke dobro odzivajo na stimulacijo s protitelesi, pri citotoksičnih celicah T 
proliferacija ni tako učinkovita, hkrati pa pride do višje stopnje apoptoze (Laux in sod., 
2000). 
Optimalne pogoje namnoževanja celic smo dosegli z uporabo različnih količin reagenta 
transAct, ki vsebuje imobilizirana anti- CD3 in anti- CD28 protitelesa, in kombinacije 
interlevkinov 2 in 15. Kljub temu, da v navodilih transAct za aktivacijo celic predlagajo 2 
µl reagenta za določeno število celic v mikrotitrski plošči s 96 luknjami, smo ugotovili, da 
pri uporabi manjše količine (1 oz. 0,5 µl) protiteles pride do višje celične aktivnosti ob 
dodatku interlevkinov 2 in 15 (slika 8). Dodatek eksogenih interlevkinov 2 in 15 je nujen 
za celično proliferacijo po aktivaciji. Celice se namreč ob aktivaciji preveč povečajo, da bi 
lahko same zadostile celičnim potrebam po privzemu aminokislin iz okolja in de novo 
sintezi proteinov. Interlevkina 2 in 15 pripomoreta tako, da inducirata sintezo proteinov v 
celici in izražanje membranskega prenašalca aminokislin, CD98 (Cornish in sod., 2006). 
Optimizacije elektroporacije smo se lotili tako, da smo vnašali plazmid z zapisom za zeleni 
fluorescenčni protein, saj se ga da preprosto zaznati pod fluorescenčnim mikroskopom. 
Preizkusili smo mnogo različnih kombinacij elektroporacijskih pogojev, kjer smo 
spreminjali napetost, dolžino in število pulzov. Osnovne pogoje elektroporacije smo 
pridobili iz literature (Ramanayake in sod., 2015) in navodil za uporabo 
elektroporacijskega sistema Neon (ThermoFisher, 2019b).  Ob dodatku 15 µg plazmida 
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GFP v 2 x 10
6
 celic smo pri pogoju 2400 V, 15 ms, 1 pulz dosegli zadovoljive rezultate 
(transfekcija - 29 %, viabilnost – 48 %). Glavno težavo nam je predstavljala nizka 
viabilnost celic, saj pri veliko elektroporacijskih poskusih nismo uspeli pridobiti 
dovoljšnjega števila celic za nadaljnjo analizo s pretočnim citometrom, zaradi česar nismo 
mogli določati uspešnosti transfekcije.   
Pri ostrejših pogojih, ki so se izkazali kot najprimernejši za uspešnost transfekcije je med 
elektroporacijo pogosto prišlo do iskrenja znotraj pipetnih nastavkov, kar je še dodatno 
znižalo viabilnost celic. Iskrenje lahko povzroča več dejavnikov: sestava 
elektroporacijskega pufra, koncentracija in čistost plazmidne DNK, koncentracija celic in 
prisotnost snovi iz celičnega gojišča v primeru slabega spiranja celic (BTX, 2019). Glede 
na to, da smo uporabili elektroporacijski pufer, priložen elektroporatorju Neon, to ne bi 
smelo vplivati na iskrenje. Čistoča in koncentracija plazmidne DNK bi lahko bila 
povzročitelja iskrenja, saj izolirana DNK ni bila idealne čistoče (A260/A280 nižja od 1,8). 
Možnosti prisotnosti nečistoč iz suspenzije celičnega gojišča ne moremo izločiti, vendar 
smo celice spirali po protokolu proizvajalca, kar bi moralo zadostiti potrebam po čistoči. 
Na viabilnost je bolj kot jakost pulza vplivala dolžina pulza, kar je razvidno iz rezultatov 
(slika 11), pri enaki jakosti je pri povečanju dolžine pulza prišlo do približno polovične 
viabilnosti. Do tega pride zato, ker dolžina pulza vpliva na stopnjo permeabilizacije 
membrane, daljši pulz pa pomeni večjo verjetnost, da pride do nastanka ireverzibilnih por 
v membrani, ki jih celični popravljalni mehanizmi niso sposobni popraviti in to povzroči 
celično smrt (Gehl, 2003).  
Pri transfekciji celic s plazmidoma z zapisom za CAR in transpozazo sta se kot najboljša 
izkazala pogoj 2400 V, 15 ms, 1 pulz, tako kot pri transfekciji z GFP, ter pogoj 2150 V, 20 
ms, 1 pulz. Zaradi nizke viabilnosti in posledično otežene analize smo se odločili za 
poskuse uporabljati 4 x 10
6
 celic, ob zmanjšani količini dodanih plazmidov (5 µg plazmida 
CAR in 5 µg plazmida PB namesto 15 µg plazmida GFP). Na ta način so poskus izvedli 
Ramanayake in sod., ki so dosegli povprečno viabilnost 35 % in najvišjo povprečno 
stopnjo transfekcije 26 % pri pogoju 2400 V, 20 ms, 1 pulz. Naši rezulati so bili slabši, 
viabilnost se je v povprečju gibala okoli 20 %, najvišja stopnja transfekcija pa je bila 5 %. 
Na transfekcijski delež in viabilnost ima velik vpliv uporabljena plazmidna DNK. Mora 
biti zelo čista, kar v našem primeru ni bila (vrednost A260/A280 pod 1,8), poleg tega pa na 
uspešnost transfekcije in viabilnost vpliva tudi velikost plazmida. Manjši plazmidi namreč 
lažje potujejo skozi nastale pore v membrani in so za celice manj toksični. V raziskavi so 
dokazali, da se s povečano velikostjo plazmida zniža viabilnost po elektroporaciji (Lesueur 
in sod., 2016), kar je opazno tudi v naših rezultatih. Plazmida CAR_KI1 in pCMV-sPBo 
sta namreč že sama oba večja kot plazmid pcDNA3-eGFP. Uporabili smo ju v kombinaciji, 
kar je pomenilo vnos vsaj dvakratne količine plazmidne DNK, viabilnost pa je posledično 
padla za okoli 30 % (48 % -> 20 %). Razliko med uspešnostjo transfekcije med plazmidom 
GFP in plazmidoma CAR in PB lahko do neke mere razložimo že z dejstvom, da obstaja 
večja verjetnost, da v celico pride le en od plazmidov, kot pa oba, saj je verjetnost vnosa 
32 
Celar Šturm A. Elektrogenski transfer limfocitov T in njihova karakterizacija. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2019   
  
   
 
 
obeh plazmidov produkt verjetnosti za vnos vsakega posebej. V primeru CAR in PB mora 
namreč v vsako celico priti vsaj ena kopija plazmida CAR in vsaj ena kopija plazmida PB.  
To pomeni, da lahko že takoj od celote izločimo celice, ki so naključno prejele samo eno 
vrsto plazmida, in ne druge. V celicah, v katerih je vnešen zgolj plazmid CAR, se lahko le-
ta izraža episomalno, kar pomeni, da ga lahko določen čas zaznamo s pretočno citometrijo, 
vendar taka transfekcija ni trajna, zato s časom pade delež CAR pozitivnih celic.  
Poleg tega morajo celice, ki sprejmejo genski material preživeti, ampak verjetno celice, ki 
lažje sprejmejo plazmidno DNK, kot posledica nastanka večjih in večih por, težje uspešno 
izvedejo popravila celične membrane, zaradi česar pride do apoptoze. Pri izražanju 
plazmidnih genov igrajo pomembno vlogo promotorji. V plazmid CAR je vstavljen 
promotor EF1α, ki velja za promotor, ki se stabilno izraža v celičnih linijah, v plazmid z 
zapisom za transpozazo pa je vstavljen promotor CMV, pri katerem lahko pride do utišanja 
ekspresije z DNK metilacijo (Wen in sod., 2014), kar bi lahko bil eden od razlogov za 
nižjo stopnjo transfekcije. 
Pri najuspešnejšem poskusu, kjer smo dosegli transfekcijo 5 % viabilnih celic smo celice 
ločili na celičnem sorterju, na podlagi prisotnosti molekule CAR. Uspešno smo izolirali 
nekaj tisoč celic, zaradi nesterilnih pogojev v celičnem sorterju pa smo celicam dodali 
dvojno količino antibiotikov za preprečitev okužbe. Celice so že takoj po ločbi pod 
svetlobnim mikroskopom izgledale bolj slabo. Aktivirali smo jih z reagentom transAct in 
interlevkinoma 2 in 15, da bi spodbudili proliferacijo celic, vendar si niso opomogle in 
celična kultura je v enem tednu propadla. Antibiotična mešanica streptomicin-penicilin 
lahko v človeških celicah povzroči globalne spremembe v genski ekspresiji in obliki 
kromatina, kar lahko v najslabšem primeru vodi do apopotoze (Ryu in sod., 2017), kar bi 
lahko razložilo propad že tako oslabljene celične kulture.  
Dejavnik, ki bi lahko vplival na splošno nizko viabilnost po elektroporaciji so mrtvi in 
senescenčni limfociti. Ti namreč izločajo vnetne citokine, kisikove reaktivne spojine, in 
izvencelične proteaze, ki povzročijo motnje v delovanju živih celic (Wang in sod., 2016). 
Tega smo se poskušali rešiti z ločitvenim centrifugiranjem mrtvih celic od živih in 
menjavo gojišča, vendar s tem nismo mogli zagotoviti celotne odstranitve mrtvih celic. 
Plazmidna DNK ima močan negativen naboj, kar vpliva na električno prevodnost, kar 
vpliva na preživetje celic. Prav tako plazmidna DNK vpliva na hitrost celjenja celične 
membrane in posledično viabilnost. Preživetje celic po elektroporaciji bi lahko morda 
izboljšali tako, da bi po električnem pulzu celice nekaj minut pustili v pipetnem nastavku 
pred prenosom v gojišče, saj bi to omogočilo boljše popravilo celičnih membran (Lesueuer 
in sod., 2016). Na ta način bi ob stiku z gojiščem preprečili vnos antibiotikov ter ostalih 
potencialno škodljivih komponent gojišča v citosol. 
Glede na to, da smo s pretočno citometrijo dokazali prisotnost molekulskih konstruktov 
CAR smo želeli dokazati njihovo aktivnost. Obstajajo testi citotoksičnosti (dokaz 
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), pri katerih se spremlja izločanje radioaktivnega kromovega izotopa 51Cr 
ob razpadu celic zaradi delovanja celic ubijalk. Aktivnost celic se da določati tudi z 
merjenjem koncentracije citokinov, ki jih limfociti (predvsem CD4
+
) sproščajo po vezavi 
na tarčni antigen. V našem primeru smo spremljali, ali pride do povišane proizvodnje IL-2 
po izpostavitvi transfeciranih celic celični liniji Raji, ki izraža molekulo CD19, ki je tarča 
konstrukta CAR. Do najvišje koncentracije IL-2 je prišlo pri razmerju efektorskih in 
tarčnih celic - 4:1, iz česar lahko sklepamo, da večja količina tarčnih celic poveča 
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6  SKLEPI 
V procesu raziskovalnega dela smo ugotovili sledeče: 
 Za optimalno nespecifično aktivacijo limfocitov T je  potrebna kombinacija IL-2 (100 
IU/ml) in IL-15 (20 ng/ml) z dodatkom 1 µl reagenta TransAct, ki vsebuje agoniste 
celičnih označevalcev CD3 in CD28. 
 Pod svetlobnim mikroskopom pred in po elektroporaciji smo opazili spremembe 
fenotipa celic in močan upad viabilnosti, ki je odvisen od vrste uporabljene plazmidne 
DNK in tega, koliko različnih plazmidov želimo vnesti v celice, zaradi česar smo 
ovrgli hipotezo o ne-vplivu elektrogenskega transferja na celice. 
 Najvišjo stopnjo transfekcije plazmida pcDNA3-eGFP smo dosegli z elektroporacijo 2 
x 10
6  
celic, ki smo jim dodali 15 µg plazmida pri pogojih: napetost 2400 V, en pulz, 
dolžina pulza 15 ms. Delež transfeciranih viabilnih celic je znašal 29  ± 1 %, kar potrdi 
našo hipotezo. 
 Najvišjo stopnjo izražanja molekulskega konstrukta CAR smo dosegli pri pogojih 2400 
V, en pulz, dolžina pulza 15 ms. Elektroporirali smo 2 x 106 celic, ki smo jim dodali 5 
µg plazmida CAR_KI1 in 5 µg plazmida pCMV-sPBo. Delež transfeciranih celic je 
znašal največ 5 %, kar potrdi našo hipotezo, da lahko z elektrogenskim transferjem v 
celicah izrazimo molekulske konstrukte. 
 Z metodo ELISA za humani IL-2 smo pokazali aktivnost CD4+ limfocitov T z 
izraženim konstruktom CAR, saj smo dokazali razlike v izločanju IL-2 med 
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7  POVZETEK 
 
Celična imunoterapija je trenutno eno najobetavnejših, hitro razvijajočih terapevtskih 
področij.  Himerni antigenski receptor (CAR) je molekulski konstrukt, ki je z različnimi 
metodami genskega transferja vstavljen v limfocite T. To jim omogoča vezavo in uničenje 
tarčnih receptorjev, najpogosteje CD19, ki je izražen na površini limfocitov B, tudi 
malignih, zaradi česar so uporabljene za zdravljenje B-celičnih limfomov in levkemij.  
Molekula CAR je sestavljena iz zunajceličnega enoverižnega protitelesnega fragmenta, ki 
predstavlja vezavni del molekule, transmembranskega dela in znotrajceličnega signalnega 
dela, ki omogoča aktivacijo limfocitov T. Glavni namen magistrskega dela je bila uporaba 
elektrogenskega transferja za izražanje molekule CAR v limfocitih T ter njihovo 
namnoževanje in karakterizacija. 
Najprej smo iz krvi krvodajalcev izolirali enojedrne celice periferne krvi in iz njih z 
uporabo imunomagnetne izolacije izolirali limfocite T, ki smo jih gojili v čisti kulturi. 
Namnožili smo plazmide pcDNA3-eGFP, CAR_KI1 in pCMV-sPBo, potrebne za izvedbo 
elektroporacije in jih overili z restrikcijsko in spektrofotometrično analizo. S testom 
AlamarBlue smo določili optimalno mešanico za najučinkovitejšo aktivacijo limfocitov T 
in sicer 1 µl reagenta transAct na 2 x 105 celic in koncentraciji interlevkinov IL-2: 100 
IU/ml, IL-15: 20 ng/ml. 
Pogoje elektroporacije smo optimizirali z uporabo plazmida pcDNA3-eGFP. Določili smo 
optimalni protkol, kjer smo 2 x 10
6
 celicam dodali 15 µg plazmidne DNK in elektroporirali 
z enim pulzom dolžine 15 ms pri napetosti 2400 V. Dosegli smo viabilnost 48 ± 5 % in 
transfekcijo 29 ± 1 %. Nato smo celice elektroporirali pri istih pogojih s plazmidoma 
CAR_KI1 in pCMV-sPBo v razmerju 1:1, le da smo celokupno dodali 10 µg plazmidov in 
namesto 2 x 10
6 
celic uporabili 4 x 10
6 celic. Celični fenotip smo spremljali pod svetlobnih 
mikroskopom in s pretočnim citometrom. Najvišjo transfekcijo smo dobili pri dveh 
pogojih: 2400 V, 15 ms in 2150 V, 20 ms in sicer 5 %, ob 20 % viabilnosti.  
S funkcijskim testom smo hoteli dokazati aktivnost celic ob vezavi molekule CAR na 
označevalec CD19, tako da smo transfecirane limfocite T gojili s celično linijo Raji. S 
metodo ELISA za določanje humanega IL-2 smo določili koncentracijo IL-2 v 
supernatantu celične suspenzije. Dobili smo statistično značilne rezulate v primerjavi z 
negativno kontrolo; najvišja koncentracija izločenega IL-2 je bila pri razmerju E:T = 4:1  
in sicer 83,7  ±  3,7 pg/ml.  
V prihodnosti bi lahko še nadalje optimizirali metodo elektroporacije z uporabo drugačnih  
oz. bolj čistih plazmidov, brez dodatkov antibiotikov in daljšim obdobjem med električnim 
pulzom in prenosom v gojišče.  
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